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人患者の核型は 46,XY,t(8;18)(q23;q21)であり、切断点解析により 8q23-24 に約
6.2 Mb、18q21 に約 1.7 Mb の欠失があることが示された。この領域の 27 遺伝
子を責任遺伝子の候補とし、日本人 Kabuki 症候群患者 30 人に対して変異検索
を行ったが、明らかな変異は検出されなかった。 
第２のアプローチは分子核型分析（Molecular karyotyping）である。Kabuki
症候群の日本人患者 17 人に対し、オリゴヌクレオチドアレイ（Affymetrix 社 
GeneChip 250K）を用い、9 箇所の微細欠失（最短 35 kb、最長 1.27 Mb）および
9 箇所の微細重複（最短 72 kb、最長 877 kb）を同定した。4 つの候補遺伝子に
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異常の検出にはさらなる研究が必要である。この結果は Journal of Human 
Genetics で印刷中である。また、2007 年に Maas らが Kabuki 症候群の責任遺伝
子の一つとして報告した C20orf133 (MACROD2) 遺伝子の検証を日本人患者に
おいて行ったところ変異は同定されなかった。この結果は Journal of Medical 
Genetics 45: 479-480, 2008 に発表した。 
第３のアプローチは、候補遺伝子である。細胞内シグナル伝達系 RAS-MAPK 
pathway の遺伝子の胚細胞系列の変異により Noonan 症候群、Costello 症候群、
Cardio-facio-cutaneous 症候群が発症することが知られている。そこで Kabuki 症
候群における同系列の遺伝子群の関与の可能性を考え、RAS-MAPK パスウェイ
上の 16 遺伝子の全コード領域について日本人患者 30 人に対し変異検索を行っ
たが、これら遺伝子に変異を認めなかった。この結果は American Journal of 
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先天奇形 congenital anomaly とは通常、出生前から存在し、出生時点で認識され
る異常であるが、狭義の奇形 malformation 1 は発生過程での異常によって生じた
ものを意味する。先天奇形を複数もつ場合に症候群として認識され、精神遅滞を伴
うことが多いことから多発奇形/精神遅滞症候群 multiple congenital anomaly/mental 
retardation (MCA/MR) syndrome とまとめられることも多い。 
先天奇形症候群はヒトの発生過程における障害により主として体づくり（形態形
成）に異常をもつ疾患である。個々の疾患は稀であっても総計では全出生児の約 2 - 















syndrome）でも 200 を超え、まれなものを含めるとデータベース（UR-DBMS）2 に





形態学（モルフォロジー Morphologie）という語が初めて使われたのは 1796 年 
Goethe (1749 – 1832) によってであったという [Opitz, 2004]。ヒトの顎間骨（ゲーテ
骨）にその名を残すドイツの文豪ゲーテは彼自身の色彩論に示されるように科学に
も関心が強かったことが知られており、1869 年にイギリスで刊行された科学雑誌 
Nature の創刊号に、ゲーテの作とされる「自然」の詩が掲げられた [小林, 2000]。
一方、異常形態学（ディスモルフォロジー dysmorphology）の創始者は認識可能な
パターン（recognizable pattern）として多くの症候群をまとめ、整理した David W. 
Smith (1926 – 1981) とされ、その著書は版を重ね現在も奇形症候群の標準的なテキ
スト Smith's Recognizable Patterns of Human Malformation, 6th ed [Jones et al., 2005] と
なっている。認識可能なパターンの中心となるのは顔貌であるが、人種によって表
現型に微妙な差が出るため、わが国での症例を集めた『新 先天奇形症候群アトラ
ス』 [梶井ら,1998] は必携である。 
                                                   
2 UR-DBMS (University of the Ryukyus – Database for Malformation Syndrome) ver.15 [成富, 2008] 
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を示している [Aase, 1990]。 
 
ヒトの胎芽から胎児への顔貌の変化は三木成夫のすぐれた図があり、在胎 35 日（5
週）から 38 日における顔貌 [三木, 1992] では、ある種の奇形症候群の特徴である
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顔面中部の低形成（midface hypoplasia）や眼間開離（hypertelorism）、幅広の鼻（broad 




ング 4 で先天奇形症候群を疑われた児であったが、在胎 23 週の 3 次元超音波像に
て Costello 症候群が鑑別診断にあげられた。検体として凍結保存羊水のみしか得ら
れなかったが、全ゲノム増幅（Whole genome amplification）5 によって得られた DNA
から直接シーケンスを行うことができ、HRAS の変異を同定した。Gly12Asp 変異は










とができた。この結果は Am J Med Genet Part A., 149A:785-787 (2009) に発表した。 






図  在胎 23 週の胎児。Costello 症候群に特徴的ないわゆる粗な顔貌
（coarse face）および手関節の屈曲がみられた（写真提供: Dr. Pooh）。 
直接シーケンスにて c.35G>A, p.Gly12Ala のヘテロ接合を検出した。 
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ヒト染色体の数が 46 本であることが報告されたのは 1956 年のことである（Tjio 







多くの新知見がもたらされた。その後蛍光  in situ ハイブリダイゼーション
（fluorescence in situ hybridization, FISH）法およびその種々の応用法が登場し、細胞
遺伝学も「バンドを見る」というマクロ的な精度から「分子を見る」という微視的
な分子細胞遺伝学として発展を遂げてきた [稲澤, 2000]。 
染色体分染法における各バンドの長さはそれぞれ異なるが、一般的な 400-550
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FISH 法では全ゲノムにわたって微細構造異常をみるということはできなかったが、
DNA を基板に貼り付けたマイクロアレイ比較ゲノムハイブリダイゼーション
（microarray comparative genomic hybridization, microarray CGH）などの方法により全















1-4 Kabuki 症候群の責任領域・責任遺伝子はこれまでに知られていない 
Kabuki 症候群(KS, OMIM 147920) 6 は歌舞伎役者の目の隈取りを思わせる顔貌
を特徴とするまれな多発奇形／精神遅滞症候群（multiple congenital anomaly/mental 
                                                   
6  新川らによるオリジナルの症候群名は「歌舞伎メーキャップ症候群 Kabuki make-up syndrome」である。
英語圏では make-up の語が患者・家族にとって offensive であるということが指摘され、make-up を省略
して Kabuki syndrome が一般的に使われるようになった。Kabuki syndrome では日本の伝統芸能である歌
舞伎に対して offensive となる可能性もある [Matsumoto and Niikawa, 2003]。 
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retardation (MCA/MR) syndrome）である。1981 年に新川ら及び黒木らにより最初に










[Niikawa et al., 1981; Kuroki et al., 1981]。 
その有病率は日本では 1/32,000 [Niikawa et al., 1988] とされ、オーストラリア・
ニュージーランドでは 1/86,000 [White et al., 2004] とされている。ほとんどの症例
は散発例であるが、尐なくとも 14 の家族例が報告されている。患者の男女比がほ
ぼ１であること、父－娘、母－息子の伝達例が知られていることからも常染色体優
性遺伝形式をとる疾患であると考えられている [Niikawa et al., 1988; Matsumoto and 
Niikawa, 2003]。これまでに尐なくとも 400 人をこえる患者が人種を問わず報告され
ている [Niikawa et al., 1988; Wessels et al., 2002; Matsumoto and Niikawa, 2003; 
Armstrong et al., 2005]。 
現在まで患者に共通した特定の細胞遺伝学的部位は知られておらず [Matsumoto 
and Niikawa, 2003]、これまでに可能性が示唆された染色体上の位置、1q32-q41, 
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8p22-p23.1, 22q11 については Kabuki 症候群の候補領域からは除外された [Li et al., 
1996; Makita et al., 1999; Miyake et al., 2004; Hoffman et al., 2005; Sanlaville D, et al., 
2005; Kimberley et al., 2006]。 
array-based comparative genomic hybridization （アレイ CGH）では従来の細胞遺伝
学的検査よりも微細な変化をとらえることが可能であるが、BAC（bacterial artificial 
chromosome）を用いたアレイ CGH において 0.5 - 1.5 Mb の解像度での全ゲノムス
キャンでも候補領域は検出されなかった [Schoumans et al., 2005; Miyake et al., 2006; 
Cuscó et al., 2008]。アレイ CGH を用いることによって検出された約 250 kb の欠失
により C20orf133 (MACROD2) 遺伝子の部分欠失をもつ 1 例の報告もあったが 
[Maas et al., 2007]、43 人の日本人患者の追試ではその遺伝子の変異は検出されず、
原因遺伝子の確証は得られなかった [Kuniba et al., 2008]。また別のアレイ CGH を
用いた報告で 2q37 の欠失が Kabuki 症候群に類似した顔貌でみられたが [Cuscó et 
al., 2008]、この 2 人の患者の顔の特徴は典型的ではなかった。 
Kabuki 症候群は、1981 年の日本からの報告を最初としたいわゆる有名症候群 
well-known syndrome であるにもかかわらず、その原因は未だ特定されていない。
そこで、Kabuki 症候群の原因を同定することを目的として研究を行った 7 のでそ
の結果をここに報告する。 
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46,XY,t(8;18)(q23;q21) であり、オリゴヌクレオチドアレイ（ Illumina 社
HumanHap550） および 2.2K アレイ CGH/FISH を用いて解析した結果、欠失
領域長は 8q23-24、18q21 にそれぞれ約 6.2 Mb、約 1.7 Mb であった。欠失領
域にある 26 の既知遺伝子および近傍の 1 遺伝子を Kabuki 症候群の責任遺伝











8q24 欠失症例が報告された [McBrien et al., 2008]。ここで我々の経験した転座症例










人男児であった。核型は t(8;18)(q23;q21), de novo であった。 
候補遺伝子の変異スクリーニングの対象は、日本人 Kabuki 症候群患者 30 人（男
児 16 人、女児 14 人）であった。これら全患者は通常の染色体分析法（400 バンド
レベルの核型分析）で正常核型であり、さらに 1.5Mb 解像度の自家製 2.2K BAC ア
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2-2-2 染色体の切断点解析 
中国人患者およびその両親の分子核型分析（molecular karyotyping）は Illumina 
HumanHap550 Beadchip (Illumina, San Diego, CA, USA) により行われた 8。検出され
たコピー数変化は自家製 2.2K BAC array CGH [Miyake et al., 2006] および座位特異





た。それら遺伝子公式略号および NCBI mRNA アクセッション番号は以下のとおり
である。 
8q23.3-q24.12 の欠失領域（約 6.2 Mb）内に位置する遺伝子： EIF3S3 (EIF3H, 
NM_003756.2), EXT1 (NM_000127.2), MAL2 (NM_052886.2), RAD21 (NM_006265.1), 
TAF2 (NM_003184.3), TNFRSF11B (NM_002546.2), COLEC10 (NM_006438.2), 
SLC30A8 (NM_173851.2), ENPP2 (NM_001040092.1 and NM_006209.3), NOV 
(NM_002514), DEPDC6 (NM_022783), DCC1 (DSCC1, NM_024094), SAMD12 
(NM_207506), THRAP6 (MED10, NM_200717), C8orf53 (UTP23, NM_032334), 
LOC441376 (NM_001025357), CSMD3 (NM_198123)。 
欠失領域の切断点の内側に位置しながら 8q から 派生 18q へ転座した TRPS1 
遺伝子 (NM_014112.2) はその全長が保たれていたが検索対象に加えた。さらに、
                                                   
8 症例の提供と Illumina Beadchip 解析は 共同研究者 Dr. Yang, Dr. Wu, Dr. Liang, Prof. Xia （Xiangya 
Second Hospital, National Laboratory of Medical Genetics of China）による。 
 
9 2.2K BAC array CGH と FISH 検証は霜川修氏（九州メディカルサイエンス）による。 
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Kabuki 症候群では関節過伸展や青色強膜などコラーゲン異常と考えられる症状を
しばしば伴うことから、切断点に接して 8q24.12 に位置する COL14A1 (NM_021110) 
も候補遺伝子と考えられ、対象に加えた。 
また、18q21.1（約 1.7Mb）の欠失領域内の遺伝子は次のとおりである： DCC 
(NM_005215), MBD2 (NM_003927 and NM_015832), RAB27B (NM_004163), POLI 
(NM_007195.1), STRAD6 (NM_139171), CCDC68 (NM_025214), C18orf26 
(NM_173629)。 
ゲ ノ ム 配 列 は UCSC ゲ ノ ム ブ ラ ウ ザ  (assembly: Mar, 2006; 
http://genome.ucsc.edu/) より得た。PCR（polymerase chain reaction）プライマーは
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi) を使ってデザインした。こ
れらプライマー配列はスペースの都合により割愛したが筆者より提供可能である。
PCR は次の組成で行った： 10μl の系に 約 10 ng ゲノム DNA, 0.5μM の各プライ
マー, 200μM dNTP, 0.05U TaKaRa ExTaq HS version、1x PCR buffer。PCR サイクル
は初期変性 94℃ 2 分でその後変性 94℃ 30 秒、アニーリング 56 - 64℃ 30 秒、伸
長反応 72℃ 30 - 60 秒のサイクルを 35 回、次いで最終伸長 72℃ 5 分であった。 
PCR 産物は ExoSAP-IT (GE Healthcare, England) で反応させ dNTP の不活化と未反
応のプライマーの分解を行った後、BigDye sequencing kit ver.3.1 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) を用いて直接シーケンスを行った。これを SephadexG-50 (GE 
Healthcare) で精製したのち減圧乾燥し、ホルムアミドに溶解したものを、automated 
sequencer Model 3100 または 3130xl (Applied Biosystems) で解析した。結果の









8番染色体上で 3箇所の欠失部位があり 18番染色体上で 1箇所の欠失部位があった 
(表 2-1)。 派生 8 番染色体上の 3 箇所の欠失部位には EXT1 が含まれており、患者
が外骨腫の症状を呈することと整合性をもっていた。 
派生 18 番染色体での 1 箇所の欠失部位には 7 遺伝子が含まれていた (表 2-1)。本
来 8 番染色体上にある TRPS1 遺伝子は切断されることなく、全長が派生 18 番染色
体上に転座しており、通常どおり 2 コピー存在していた。図 2-1 に 8 番染色体の 
Illumina HumanHap 550 のコピー数解析の結果を示す。Deletion 1, 2, 3 の部位に信号
強度の低下がみられ 1 コピーの喪失があることが示されている。図 2-1 中に UCSC
ゲノムブラウザの Ref Seq genes（Reference genes）を表示し、各部位における遺伝
子の存在を示した。TRPS1 の存在する部位は両端に欠失部位が位置しながら TRSP1
自体は全長が保たれていた。また、この部位にコピー数多型は知られていなかった。
Deletion 1 では CSMD3 遺伝子が切断されていた。Deletion 2 に既知遺伝子は存在
しなかった。Deletion 3 には EXT1 を含めて 15 遺伝子が存在した (表 2-1)。 
18 番染色体における転座部位での欠失は約 1.7 Mb であり、１コピーの喪失とな
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表 2-1.  切断点解析。欠失および転座の分類とその物理位置、存在する遺伝子 
染色体 部位 物理位置 長さ (bp) 含まれる遺伝子 遺伝子の状態 
8 番 q23.3 114242626 - 116138454 1,895,829 CSMD3  1 コピーの断裂 
 q23.3 116312543 - 116780287 467,745 TRPS1  派生 18 番染色体上，2 コピー 
 q23.3 116845504 - 117363283 517,780 なし  
 q24.11 - 
q24.12 
117871329 - 121151117 3,279,789 EIF3S3(EIF3H), RAD21, 
LOC441376, SLC30A8, THRAP6 
(MED30), EXT1, SAMD12, 
TNFRSF11B, COLEC10, MAL2, 
NOV, ENPP2, TAF2, DCC1(DSCC1), 
DEPDC6, C8orf53  
欠失，1 コピー 
      
18 番 q21.2 49166752 - 50832126 1,665,375 DCC, MBD2, POLI, STRAD6, 
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変異スクリーニング 
我々は Kabuki 症候群患者 30 人の直接シーケンスにより、26 遺伝子中に 9 箇所の
非同義的および 8 箇所の同義的塩基置換を検出した（表 2-2）。また、39 箇所のデー
タベース登録のある SNP がみられた（表 2-3）。SNP 登録のない 17 箇所の塩基置換は
すべてヘテロ接合であった。そのうち 2 箇所は非罹患者である母親からの伝達された
アリルであり、6 箇所は日本人非罹患者（正常コントロール）の 152 - 184 アリル（76 
- 92 人）でも検出された。それゆえ、これら 8 箇所の塩基置換はまれな多型であると
考えられた。残る 5 箇所の非同義的置換および 4 箇所の同義的置換については、親の
DNA が入手不可だったため de novo の変異であるのか、それとも親から伝達された
まれな多型であるのかは判断できなかった。 
5 箇所の非同義的置換のうち 1 つは COLEC10 に属するが COLEC10 は Database of 
Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) に登録された Gain/Loss 内に位置し
ており（Variation_3047: 270 の control sample 中 Gain/Loss: 2 [Redon et al. 2006]）、
Kabuki 症候群の責任領域としては考えにくいであろう。残る 4 つの非同義的置換に
ついては、まれな多型であるかどうかを追加検証すべく非罹患者の日本人コントロー
ル 200 人以上でアリル頻度をみたところ、SLC30A8 の c.1045A>T, Ile349Phe は 247
人中ヘテロ 1人みられアリル頻度 0.002 のまれな多型と考えられた。一方で SLC30A8, 
c.68A>G, Glu23Gly はアリル頻度 0（一般集団 240 人にみられず）、CSMD3, c.2065A>G, 
Met689Val のアリル頻度  0（一般集団 205 人にみられず）、CSMD3, c.4577T>C, 
Ile526Thr のアリル頻度 0（一般集団 245 人にみられず）であった。 
一般集団にはみられない 4箇所の非同義的置換はいずれも患者 1人ずつにしかみら
れず、SLC30A8, CSMD3 の２遺伝子内にあった。すなわち、SLC30A8 内の Glu23Gly、
CSMD3 内の Met689Val と Ile1526Thr がそれである。 
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SLC30A8 遺伝子と CSMD3 遺伝子についてはコピー数変化の有無を確認すべく
Kabuki 症候群患者 30 人に対して TaqMan MGB プローブ（Applied Biosystems）を用
いた定量 PCR を行ったが、これら患者におけるコピー数変化はみられなかった（data 
not shown）。 
 











非同義的 SLC30A8 c.68A>G Glu23Gly N.R. 1 N.A./0 
 CSMD3 c.2065A>G Met689Val N.R. 1 N.A./0 
 CSMD3 c.4577T>C Ile1526Thr N.R. 1 N.A./0 
 COLEC10 c.98G>A Arg33His N.R. 1 N.A./0 
 COLEC10 c.410G>A Arg137Gln N.R. 1 */0 
 SLC30A8 c.1045A>T Ile349Phe N.R. 1 N.A./0.002 
 CCDC68 c.47T>C Met16Thr N.R. 1 N.A./0.026 
 LOC441376 c.338T>C Phe133Ser N.R. 1 N.A./0.056 
 STARD6 c.258G>C Arg86Ser N.R. 3 N.A./0.045 
同義的 POLI c.1329T>C Phe443Phe N.R. 1 N.A./0 
 EXT1 c.2178C>T Pro726Pro N.R. 1 N.A./0 
 DCC c.1062C>T Val354Val N.R. 1 N.A./0.015 
 CSMD3 c.1215T>C Thr405Thr N.R. 1 N.A./0 
 CSMD3 c.9153A>G Ser3051Ser N.R. 1 **/0 
 COL14A1 c.2703C>T Ala901Ala N.R. 1 N.A./0 
 COL14A1 c.4128G>A Lys1376Lys N.R. 1 N.A./0.006 
  COL14A1 c.4860G>A Ala1620Ala N.R. 1 N.A./0.011 
N.R.（not registered）は dbSNP に登録がなかったことを示す。N.A.（not available）は親の DNA
が入手不可であったことを示す。*, ** は非罹患者である母からの伝達があったことを示す。
SNP 登録がないもののうち一般集団での正のアリル頻度は 76 – 247 人の非罹患者から計算さ
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表 2-3.  Kabuki症候群患者 30 人において検出された既知の SNP 
 遺伝子 ｒs番号 塩基置換 アミノ酸 ホモ人数 ヘテロの人数 
CCDC68 rs17852674 c.345G>A Lys115Lys 9 11 
POLI rs8305 c.2116G>A Ala706Thr 17 13 
C18orf26 rs35428499 c.113T>C Val37Ala 0 1 
C18orf26 rs9947055 c.565A>C Thr189Pro 16 10 
DCC rs2229080 c.603C>G Arg201Gln 13 16 
DCC rs2278339 c.2277T>G Ile759Met 0 3 
DCC rs34395300 c.3108T>C Pro1036Pro 3 13 
RAD21 rs1050838 c.1440T>C Ala480Ala 0 6 
SLC30A8 rs13266634 c.973C>T Arg325Trp 6 17 
EXT1 rs17439875 c.1065C>T Cys355Cys 0 7 
EXT1 rs17439693 c.1431C>T Pro477Pro 0 4 
EXT1 rs7837891 c.1761G>A Glu587Glu 2 13 
TNFRSF11B rs2073618 c.9C>G Asn3Lys 9 6 
TNFRSF11B rs3134046 IVS2-5c>t － 0 7 
MAL2 rs2303398 c.275G>A Gly92Asp 0 3 
NOV rs2279112 c.125G>A Arg42Gln 3 6 
ENPP2 rs4871364 c.1740T>C His580His 0 2 
ENPP2 rs16892767 c.2333C>T Ser778Leu 0 1 
ENPP2 rs1058913 c.2490C>T Phe830Phe 0 1 
ENPP2 rs2305129 c.2632A>C Arg878Arg 0 7 
TAF2 rs17818842 c.23C>A Pro8His 0 2 
TAF2 rs11996390 c.1323G>A Leu441Leu 0 1 
TAF2 rs9297605 c.1341G>C Ser447Thr 7 14 
TAF2 rs7002501 c.2250G>A Gln750Gln 0 2 
TAF2 rs1509348 c.2319A>G Thr773Thr 6 15 
SAMD12 rs5020517 c.471A>G Leu157Leu 1 11 
DCC1 rs1055130 c.1127A>G His376Arg 8 16 
DEPDC6 rs16893299 c.135C>T His45His 0 3 
DEPDC6 rs2271900 c.611A>G Asn204Ser 16 14 
LOC441376 rs16889283 c.286G>C Gly96Arg 0 7 
CSMD3 rs16883953 c.2001T>C Asn667Asn 0 4 
CSMD3 rs1592624 c.10741A>C Asn3581His 21 8 
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COL14A1 rs2305598 c.612T>C Gly204Gly 9 16 
COL14A1 rs2305600 c.921T>C Ser307Ser 9 14 
COL14A1 rs4870723 c.1687A>C Asn563His 9 14 
COL14A1 rs2305603 c.2382T>C Leu794Leu 8 10 
COL14A1 rs2305605 c.2490G>A Ser830Ser 6 6 
COL14A1 rs2305608 c.3084G>A Ala1028Ala 0 1 




ここで報告したのは、8 番・18 番染色体転座があり典型的な Kabuki 症候群の顔貌
を呈する中国人の 1 症例の切断点解析において 8q23.3 - q24.12 および 18q21.1 の 
部位に欠失があったこと、およびその欠失部位の候補遺伝子に対して Kabuki 症候群
日本人患者 30 人に対して行った変異解析の結果であった。 
TRPS1 遺伝子を含む 8q24.1 の欠失によって起こる疾患は、よく知られた
Langer-Giedion 症候群（Tricho-Rhino-Phalangeal Syndrome, type 1，髪－鼻－指症候群
タイプ１）であって、隣接遺伝子症候群（contiguous gene syndrome）の一つである。
今回解析した症例の欠失部位は 8q24 と隣接しているとはいえ、Langer-Giedion 症候
群の責任遺伝子である TRPS1 の欠失がなく、特徴の全く異なる Kabuki 症候群の顔貌
を呈していた。それではこの 8q24 の欠失と Kabuki 症候群の顔貌とは全くの偶然であ
ったのかというとそうではないようである。なぜなら、TRPS1 を含まない 8q24 の欠
失例での Kabuki 症候群の顔貌は別の症例でも報告されている。すなわち、より狭い
範囲の 8q24 の中間部欠失でアイルランド人症例の報告があり [McBrien et al., 2008]、
同様に顔貌が Kabuki 症候群とみなしうる。これら 2 例の欠失部位と症状が一致した
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尖部の膨隆（fetal toe pads）は Kabuki 症候群に特徴的なものである。その患者の 8q24
の欠失領域は我々の経験した患者より狭く約 1.46 Mb の長さであり、欠失領域に含ま
れる遺伝子では SLC30A8, EXT1, THRAP6, LOC441376, RAD21, EIF3S3, C8orf53 が共
通していた。今回我々の解析した中国人症例と McBrien ら [2008] のアイルランド人
症例の２例の有する顔貌・外骨腫の表現型と 8q24 の欠失は相関があり、一つの 
clinical entity として考えてよい。すなわち、Langer-Giedion 症候群とは独立した、
Kabuki症候群の１亜型またはKabuki-like phenotypeの新しい症候群として定義される
べきもののようである。 
Kabuki 症候群 が遺伝学的異質性（genetic heterogenity）10 をもちうる疾患であるこ
とを考慮すると、我々の解析した日本人 30 人中の 1 例に SLC30A8 遺伝子のミスセン
ス変異（ Glu23Gly ）  があったことから SLC30A8. の 1 アリルの機能喪失
（haploinsufficiency）による発症の可能性を考慮すべきと考えた。そこで SLC30A8 遺
伝子の変異スクリーニングについては日本人Kabuki症候群患者 12人をさらに追加し
て行ったが、これら追加患者に対して変異は検出しなかった（data not shown）。 
以上から、8q23.3-q24.12 および 18q21.1 を候補領域とした日本人患者の変異スク
リーニングの結果からは Kabuki 症候群の主たる責任遺伝子は同定することはできな
かった。しかし 8q24 の TRPS1 を含まない欠失は、Langer-Giedion 症候群（髪-指-鼻
症候群）と区別される Kabuki 症候群類縁疾患として再定義しうるようである。 
 
 
                                                   
10 遺伝的異質性と訳されるが、ここでいう「遺伝」とは親から子へ伝達するという「inheritable」 でなく
遺伝子が関係した「genetic」である。Kabuki 症候群はそのほとんどすべてが散発例であることから、ここの 









析（Molecular karyotyping）を行った。Kabuki 症候群患者 17 人（男性 8 人、女性 9
人）に対して SNP アレイ（Affymetrix 社製 GeneChip 250K）を用いて微細欠失・
重複を検出し、その領域から得られた 4 つの候補遺伝子について Kabuki 症候群患
者 41 人に対して変異スクリーニングを行った。患者に共通した原因となる部位・




また、2007 年に Maas らは Kabuki 症候群の１患者に 20 番染色体短腕上の







手法あるいは BAC アレイ CGH でも検出できなかった微細なコピー数変化をとらえ
られるようになった（分子核型分析 molecular karyotyping）[Vermeesch et al., 2007]。
多くの多発奇形／精神遅滞症候群（MCA/MR syndrome）が染色体欠失によることか
ら、何らかの微細欠失が Kabuki 症候群の原因になっているのではないかと仮説を立
てた。そこで我々は今回、Kabuki 症候群患者 17 人の GeneChip 250K アレイ 
(Affymetrix) を用いた分子核型分析の結果と、そこで得られた候補遺伝子について
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3-2 対象と方法 
対象の Kabuki 症候群患者は日本人で、第 2 章と同様にコンソーシアムにより全国
から集積された症例である。 
 分子核型分析 
分子核型分析の対象は日本人の患者 18 人（男児 9 人、女児 9 人）。 
 候補遺伝子の変異検索の対象 
分子核型分析の結果から得られた候補遺伝子に対しての変異検索の対象は上
記 18 人を含む日本人の患者 41 人（男児 21 人、女児 20 人）。 
 
3-2-1 分子核型分析（Molecular Karyotyping） 
オリゴヌクレオチドアレイ 
オリゴヌクレオチドアレイ GeneChip® Human Mapping 250K Nsp Array (Affymetrix, 
Santa Clara, CA, USA) により約 25 万 SNP のプローブにおけるハイブリダイゼーショ
ン強度を DNA コピー数の基礎データとした。Affymetrix の提供するプロトコールに
従って行った手順は次のようなものである。すなわち、まず患者ゲノム DNA 250 ng 
を制限酵素 Nsp I で消化し 4 bp の突出をもつアダプターにライゲートした。ライゲ
ートされた DNA 断片はアダプター配列を認識するプライマーにより PCR を行い、
約 250–1100 bp のサイズをもつ増幅産物を得た。増幅産物をアガロースゲルに流して
スメアを形成し適切なサイズをもつことを確認し、増幅された DNA を DNase でフラ
グメント化を行い、蛍光のラベリングを行った。これをオリゴヌクレオチドアレイ
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コピー数解析（Copy Number Analysis） 
GeneChip 250K Array で得られたデータは GTYPE (GeneChip Genotyping Analysis 
Software) のファイル形式から微細欠失を検出するために CNAG (Copy Number 
Analyser for GeneChip) ver.3 [Nannya et al., 2005] ソフトウェアを使用した。欠失部分の
ヘミ接合は SNP においてヘテロ接合性が失われていることを GTYPE (GeneChip 
Genotyping Analysis Software) にて確認した。CNAG での non-paired analysis で使用し
た references は CNAG ではレファレンスサンプルは 5 以上であればよいとされ 
[Nannya et al., 2005]、Affymetrix のウェブサイトで提供される HapMap サンプル 11 か
ら男女それぞれ 8サンプルを選んだ。すなわち、男性はNA18959 (JPT), NA18967 (JPT), 
NA18558 (CHB), NA18605 (CHB), NA18503 (YRI), NA18506 (YRI), NA12264 (CEU), 
NA12716 (CEU) 、女性は NA18969 (JPT), NA18997 (JPT), NA18532 (CHB), NA18545 
(CHB), NA18517 (YRI), NA19137 (YRI), NA12057 (CEU), NA11832 (CEU) をリファレ
ンスとした。一般に SNP array のプローブ間距離は一定ではなく、解析ソフトウェア
のアルゴリズムならびにリファレンスの数・質により検出能力に差はあるが、この手
法での解像度は約 30-100 kb と考えられた。なお、 CNAG ver.3 は UCSC genome 
browser assembly May 2004 にリンクされているが、検出された各欠失部位は UCSC 





                                                   
11 HapMap のデータは JPT, CHB, YRI, CEU と表記される４つの集団で構成されている。すなわち、日本・
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3-2-2 リアルタイム定量 PCRによる欠失の証明 
オリゴヌクレオチドアレイによって検出された欠失部位におけるゲノムコピー数
変化の検証は、リアルタイム定量 PCR により行った。Relative copy number（corrected 
gene dosage）はターゲット遺伝子をリファレンス遺伝子で除することにより比を算出
して得た。このとき、リファレンス遺伝子は非罹患者では２コピー（diploid）である
こ と が 前 提 で あ り 、 現 時 点 で  Database of Genomic Variants 
(http://projects.tcag.ca/variation/, last updated: Jun 26, 2008) 
12
 に登録がない、すなわち 
copy number variation が知られていないことをもって基準値をもつものとした。 
定量の方法は LightCycler
○R
480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany) を用いて、二本鎖 DNA にインターカレートする色素である  SYTO9 
(Molecular probes, OR, USA) を使用した絶対定量（absolute quantification）である。
SYTO9 は定量 PCR 用蛍光色素として一般に用いられる SYBR green I と同等の性能
をもつものである [Monis et al., 2005]。定量 PCR 用のプライマーは Tm が 60℃、増幅
長を 150 bp は超えないように Primer3 を用いてデザインした。なお、定量 PCR での
１コピーの差の検出が再現可能であるかどうかはプライマーのデザインに依存する
ところが尐なくない。そこでレファレンスとしての内部コントロール遺伝子（internal 
control genes）とそのプライマーセットは、リアルタイム PCR での有用性が検証済み
であるものを選択するため、データベース上に公開されているものから引用した
（ Website: Real Time Primer Sets, http://www.realtimeprimers.org/ ）。 RT-PCR
（Reverse-transcriptase PCR）後の complementary DNA (cDNA) 目的でなく genomic 
DNA (gDNA) に対して使用可能であるか、各プライマーの位置を BLAT 
                                                   
12 一般のヒト集団において微細な欠失・重複のゲノム構造変化（コピー数変化）がみられることが明らかにな
り、データベース化されている [Iafrate et al. 2004]。コピー数多型 Copy number variation (CNV) は 1 kb を
こえる長さの重複・欠失などのゲノム構造変化と定義され、これら一般集団にみられた増減はそれぞれ observed 
gain, observed loss と表現されている。2008 年 11 月 10 日アップデート版では CNV の座位は 6225 箇所、CNV
数は 19792 である。 
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(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) にてゲノム配列上で確認し、





ンプルは 384 プレートにて triplicate で 10μl の系とし、0.5μM forward primer, 0.5 μ
M reverse primer, 0.1 単位の TaKaRa ExTaq HS (TaKaRa, Kyoto, Japan), 1x PCR buffer, 
200μM dNTP, および 1μM SYTO9 を含むものとした。サンプルの template DNA を
約 1 ng/μl となるように希釈し、検量線の希釈系列を 10, 1, 0.1 ng/μl とした。増幅
条件は初期変性 95℃ 5 分, それに続くサイクルは 変性 95℃10 秒, アニーリング 
55℃10 秒, 伸長 72℃15 秒の 45 サイクルであった。定量は LightCycler○
R
480 Basic 
Software (Roche Diagnostics) における second derivative max method を用いて算出さ
れた。ターゲット遺伝子、およびレファレンス遺伝子の配列を以下の表に示す。 
表 3-1. 
  遺伝子名 （患者番号）   ５′→３′ 
測定対象 SUMF1     （K9） forward TCCCTATTTTCAAGATGTGGCA 
（Target genes)  reverse CCTTCCACCTGCTGGCTGT 
 MAMDC2   （K16） forward CCAGCCAGCTGAACCTCTAC 
  reverse TGTTTTGCAAATCCAAGCTG 
 CETN1     （K34） forward CAGCTTCTGGGACACACAAA 
  reverse AAGTGGACAGGCTAGGCAAA 
内部コントロール OAZ2 forward CCTTCAGCTTCTTGGGCTTT 
(Reference genes)  reverse TGGTCCAGGGGATAAACCAT 
 USP21  forward TTCGAGCAGATCATGGGGTT 
    reverse AATCCCCATTGGACGCAAGT 
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3-2-3 候補遺伝子の変異スクリーニング 
9q21.12-q21.11 に位置する  TRPM3 (NCBI accession number, NM_001007471, 
NM_206946), KLF9 (NM_001206), SMC5 (NM_015110), MAMDC2 (NM_153267) の 4 遺
伝子に対し、直接シーケンスにより変異スクリーニングを行った。その方法の実際は
第 2 章で述べたとおりである。また、3p26.2 に位置する SUMF1 (NM_182760) および




3-2-4 in silico 解析 
欠失した遺伝子の生物学的機能あるいはパスウェイ上の関係などをオンラインソ
フ ト ウ ェ ア の PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships, 








対象と方法、結果のアウトラインを図 3-1 に示す。 
分子核型分析の対象はＫＳ患者 18 例（K1, K3, K5, K6, K7, K8, K9, K11, K12, K13, 
K16, K18, K20, K21, K22, K23, K34, K38)であった。保存された DNA では断片化傾向
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があったため、１男性患者（K3）では SNP call rate は 82.51%、quality control performance 
detection rate は 74.09% とデータ値の信頼性が十分でなかった。このためこの１例
（K3）は解析から除外した。他の症例ではコピー数解析可能な値を示した（SNP call 
rate, 90.07%-97.72% and detection rate, 91.52%-99.77%)。 
 
 
表 3-2 に示すように 9 箇所の欠失領域（約 35 kb から 1.27 Mb）および 9 箇所の重
複領域（約 72 kb から 877 kb）を同定した。これらのうち、Database of Genomic Variants 




図 3-1 研究のアウトライン 
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1 人にみられた 14q11.2 に位置する約 116 kb の欠失、および症例 K1 と K23 の 2 人に
みられた 15q11.2 に位置する約 972 kb の欠失の 2 箇所が病的とは考えられなかった
（表 3-2-1）。 
一方、症例 K16 にみられた 9q21.11-q21.12 に位置する約 1.27 Mb の欠失は興味深い
ことに一般集団では通常みられない欠失であると考えられるにもかかわらず、既知の
遺伝子が 4 つ存在した。すなわち TRPM3、 KLF9、 SMC5、および MAMDC2 であ
る（図 3-2）。両親の DNA が入手できなかったため親からの伝達の有無は評価できず、
この欠失が de novo copy number mutation であるのか否かの判定はできなかったが、














図3-2 CNAG によるコピー数解析。各赤点は GeneChip 250K NspI の SNP プローブにおける蛍光強度を示す。青実線は
CNAG で解析されたコピー数を示す。 
Ａ) 患者 K9 の 3p26.2 にみられた約205 kb の欠失。SUMF1遺伝子の１エクソンを含む。 
Ｂ）患者 K34 の18p11.32 にみられた約35 kb の欠失。CETN1 遺伝子を内包する。 
Ｃ）患者 K23 にみられた 4q13.2 の約1.26 Mb の欠失。この部位に既知の遺伝子は存在しない。 
Ｄ）患者 K16 にみられた 9q21.11-q21.12 の約1.27 Mb の欠失。４つの既知遺伝子 TRPM3, KLF9, SMC5, MAMDC2.を内包
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表 3-2-1.  Kabuki 症候群患者 17人中で検出された微細欠失 




Observed Loss 開始点 終点 
3p26.3 K7 1 460 kb 1435279 1895554 － Variation_8235 
3p26.2 K9 
1* 205 kb 4009368 4214847 SUMF1† Variation_8973, 
8975, 30169 
4q13.2 K23 1* 1.26 Mb 66329014 67591611 － － 
5q21.2-q21.3 K22 1 281 kb 104301325 104581898 － Variation_3568 
9q21.11-q21.12 K16 




1 166 kb 19336854 19502641 OR4N2, OR4K2, 
OR4K5, OR4K1 
Variation_0376, 
7028, 8094, 9234, 
9235 
15q11.2 K1, K23 
1 972 kb 19356830 20329239 OR4M2, OR4N4, 
LOC65D137 
Variation_0318, 
3070, 8265, 9251, 
9254, 9256 
18p11.32 K34 1* 35 kb 545074 580003 CETN1 Variation_5044 
20p12.1 K6 1* 152 kb 14993412 15145890 C20orf133 ‡ － 
DGV, Database of Genomic Variants； －記号は登録がないことを示す； *, 定量 PCR にて確証； †, 登録された CNV には SUMF1 遺
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表 3-2-2.  Kabuki 症候群患者 17人中で検出された微細重複 




Observed Gain 開始点 終点 
4q12 K5 3 104 kb 54251599 54355281 N.R. N.R. 
8q11.21 K7 3 171 kb 50641101 50812548 N.R. 
Variation_2751, 
3731, 8601, 37765 
10p15.2-p15.1 K5 3 142 kb 3663600 3805292 N.R. N.R. 




3 877 kb 19112164 19989036 CXADRP2, POTEB 
Variation_3070, 
3951, 8784, 30670, 
etc. 
15q25.1 K9 3 165 kb 76992181 77156751 CTSH, RASGRF1 
Variation_3970, 
7073 
16q21 K13 3 283 kb 58508008 58791285 N.R. N.R. 







4031, 8841, 30824, 
etc. 
















症例 K9 には 3p26.2 に位置する約
205kb の欠失があり、この領域付近には
DGV に登録された 3 つの observed loss 
が登録されていたが、症例 K9 の欠失領
域のうち SUMF1 の 1 エクソンについ





患者 K34 にみられた約 35 kb の 18p11.32 
の欠失には CETN1 遺伝子が含まれており、
DGV の Loss の登録は 95 人中 1 人のみと多
図 3-3  定量 PCRによる欠失の証明 
定量 PCR にて各患者で検出されたそれぞれの遺伝子の１
コピー減尐を証明した。すなわち、患者 K9における 3p26.2 
に位置する SUMF1 遺伝子、患者 K16における 9q21.1 に位
置する MAMDC2 遺伝子、患者 K34 において 18p11.32 にお
ける CETN1 遺伝子である。なお、患者 K34 の欠失は非罹
患者である母親（34 Mother）からの伝達がみられた。UA
は非罹患者（unaffected individual）でのコピー数を示
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くない頻度ではあった（Variation_5044）ものの、非罹患者の母より伝達していた（図
3-3）。患者 K23 では 4q13.2 での約 1.26 Mb の欠失および患者 K6 の 20p12.1 の約 152 
kb の欠失は DGV に登録はないが、この領域には既知の遺伝子はなかった。以上か




表 3-3 に、Kabuki 症候群患者 41 人に対して 4 つの遺伝子を直接シーケンスして行
った変異スクリーニングの結果を示す。10 箇所の塩基置換を検出し、その内訳は 7
箇所の登録された SNP、および 3 箇所のサイレント変異であった。3 箇所のサイレン
ト変異においてはスプライス異常を生じる可能性があるかどうかを GeneSplicer プロ
グラムを用いてチェックしたが潜在的スプライス部位の活性化は示唆されなかった。 
また患者 K16 において複数欠失していた遺伝子群の関連性であるが、PANTHER 
(Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) 分類 [Thomas et al., 2003] におい
ては遺伝子数が 4 個と尐なかったため特別な生物学的プロセスの傾向は示されなか
ったものの、発生生物学に関与する可能性、すなわち DNA 修復 (SMC5 )、mRNA 転




- 39 - 
















TRPM3 459C>T Ala153Ala 0 1 登録なし 0 サイレント変異 
4023G>A Ser1341Ser 13 28 rs1180116 － SNP, 同義的 
KLF9 459C>T Val153Val 0 1 登録なし 0 サイレント変異 
SMC5 916G>A Val306Ile 37 4 rs1180116 － SNP, 非同義的 
922T>C Cys308Arg 21 10 rs1180117 － SNP, 非同義的 
MAMDC2 62T>C Leu21Pro 0 2 登録なし 0.02 SNP, 非同義的 
492C>T Thr164Thr 0 1 登録なし 0 サイレント変異 
816C>T Tyr272Tyr 11 16 rs2296772 － SNP, 同義的 
867G>A Ala289Ala 13 15 rs2296773 － SNP, 同義的 
1063_1065delAAA Lys355 del 11 17 rs61609258 － 同義的; 欠失/挿入
多型 
TRPM3, Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 3； KLF9, Kruppel-like factor 9； SMC5, Structural maintenance of chromosomes 
protein 5； MAMDC2, MAM domain containing 2； CETN1, centrin 1； dbSNP 番号, SNP データベースの reference SNP 番号； 一般集団のアリル頻度
は非罹患者日本人 90－95 人（180 – 190 アリル）から算出 
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補足 C20orf133 (MACROD2) の追試 
 
Maas ら[2007] は Kabuki 症候群の原因として、20p12.1 に位置する C20orf133 遺伝子の exon 5
を含む約 250 kb の de novo 欠失をもつ 1 症例を報告した。彼らは 19 症例を追加して C20orf133
遺伝子（およびその内部のイントロン 3 に逆方向に存在する FLRT3 遺伝子）の変異検索および各
エクソンのコピー数変化を検索したが、彼ら自身が追加検索した 19 症例に変異は認めなかった 
[Maas et al., 2007]。この欠失部位は、Database of Genomic Variants に登録された Observed loss 




いる可能性もあることから [Redon et al.,2006; Stranger et al., 





GeneChip 250K Array (Affymetrix) で得られた 18 人分の
データは GTYPE (GeneChip Genotyping Analysis Software), 
CNAT (GeneChip Chromosome Copy Number Analysis Tool) 
および Partek Genomics Suite v6.3 (Partek Inc., St. Louis, MO, 
USA) のソフトウェアにより解析した。Patient 3 では
C20orf 133 のイントロン 5 内で約 150 kb の欠失が、Patient 
14 ではC20orf133 のイントロン 4内で約 30 kbの重複がみ
られた（図ｘ）。CNV の登録はない範囲であったが、いず
れもイントロン内の変化であり C20orf133 または FLRT3 の
エクソンは１つとして関与していなかった。 
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 リアルタイム定量 PCR 
 GeneChip 250K ではとらえられないほどの微細欠失の可能性を考え、C20orf133 遺伝子の
exon 5 の欠失の検証においては TaqMan MGB probe を用いたリアルタイム PCR による定量を行
った。プライマーおよび蛍光プローブの配列は Primer Express v1.5 (AppliedBiosystems)を使用して
デザインした。ターゲット遺伝子およびリファレンス遺伝子の塩基配列は次のとおりである。タ
ーゲットの C20orf133 においては Forward primer, 5’-TGTATTCATAGAGCAGCCGGC-3’; Reverse 
primer, 5’-ATCACAGCCATTCAGGTTACGA-3’; TaqMan-MGB probe (FAM に て ラ ベ ル ), 
5’-CCTGTTTGCTAGCTGAA-3’;リファレンス遺伝子は ALB を用いた [Laurendeau et al., 1999]。リ
ファレンスの ALB においては Forward primer, 5’-TTGGAAAAATCCCACTGCATT-3’; Reverse 
primer, 5’-GAAGGCAAGTCAGCAGGCAT-3’;  TaqMan-MGB probe (VIC に て ラ ベ ル ): 
5’-CCGAAGTGGAAAATGATGA-3’。１サンプルに対し４ウェルで反応系を設定し（quadricate）、
１ウェル 10μL の系で反応を行った。そこには QuantiTect® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Chatsworth, 








s) でのサーマルサイクルは 50℃ 2 分のインキュベーションののち、95℃ 15 分の変性、引き続き
40 サイクルの 95℃ 15 秒および 60℃ 1 分の２ステップ PCR で行った。日本人患者 43 人の全員
が 2 コピーを示し、C20orf133 のエクソン 5 の部位での欠失はないと判断された。 
C20orf133 および FLRT3 の直接シーケンス 
C20orf133 （NM_080676）と FLRT3 （NM_198391）の直接シーケンスにより日本人患者 43
人に対して変異検索を行った。PCR プライマーは Maas らに従ったが、エクソンによっては作り
なおしを要した。また C20orf133 のエクソン 1 では Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA) で 1.5 mM MgSO4 を含むバッファーが必要であった。シーケンスの結果、
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C20orf133 の c.173C>T (p.Thr58Ile) を 43 人の患者中 12 人ヘテロ、2 人ホモで検出したが登録され
た SNP であった（rs2990505）。c.1069T>C (p.Ser357Pro) のヘテロ 10 人があり SNP 登録はなかっ
たが、一般日本人中にも検出される多型であった（一般日本人 159 人中 29 人ヘテロ、6 人ホモ）。
FLRT3 の c.765A>G (p.Gln255Gln)は患者 43 人中 1 人ヘテロであり SNP 登録はなかったが多型で












患者 K16 の欠失は 9q21.11 - q21.12 に位置する約 1.27 Mb のものであり、４つの既
知の遺伝子 TRPM3, KLF9, SMC5, MAMDC2 (図 3-2 D) がその欠失内に存在する。




K16 にみられた 9q21 の欠失は、親の DNA は得られなかったが Database of Genetic 
Variants に登録がなく、日本人 95 人の検索でも欠失がみられないことから多型でな
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いと考えられた。それゆえこの部位の欠失は Kabuki 症候群における何らかの病的役
割をもった可能性はある。PANTHER 分類による生物学的位置では２つの遺伝子が細
胞増殖や分化といった発生生物学と関連している（SMC5 の DNA 修復 、KLF9 の
mRNA 転写制御）。さらに、この 9q21 の 1.27 Mb の領域は、以前に口唇／口蓋裂の
連鎖解析のメタアナリシスにより候補領域として挙げられていた部位であった 
[Marazita et al., 2004]。実際にこの患者 K16 は粘膜下口蓋裂による鼻咽腔閉鎖不全を
呈していた。それゆえ、これら欠失した遺伝子群が Kabuki 症候群にしばしば合併す
る口蓋裂に関与しているということは十分に考えられることである。 
我々はまた、Maas ら（2007）の報告により 20p12.1 の欠失部分に存在する C20orf133 
(MACROD2) が Kabuki 症候群の原因遺伝子になりうるという説を検証した。Maas ら
の報告は、C20orf133 のイントロン 4 からイントロン 5 に至る、エクソン５のみを欠
失（約 250 kb）した 1 例を根拠としていたが、彼ら自身の手によって追試された 19
症例ではこの遺伝子（およびそのイントロン 3 内に逆方向に存在する FLRT3 遺伝子）
に塩基置換やコピー数変化を認めていなかった。我々が日本人 Kabuki 患者 43 人行っ








された BAC アレイ CGH で検出できなかった欠失を今回検出できたように、当然の
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ことではあるが、同じ患者であってもより高い解像度のアレイではより小さなゲノム



















Noonan 症候群、Costello 症候群、Cardio-facio-cutaneous 症候群の原因遺伝子は
RAS-MAPK の細胞内シグナル伝達のパスウェイ上の胚細胞系列の変異である
ことが知られている。Kabuki 症候群患者の中にこれらと症状を共通にもつも
のがあることから、RAS-MAPK パスウェイと Kabuki 症候群との関連を検討し
た。 PTPN11, GRB2, SOS1, HRAS, ERAS, NRAS, KRAS, ARAF, BRAF, RAF1, MEK1, 








第 3 章で述べたように、Kabuki 症候群患者のゲノム DNA に対して、0.5 - 1.5 Mb レ
ベルの解像度をもつ BAC クローンを用いたアレイ CGH [Hoffman et al., 2005; 
Schoumans et al., 2005; Miyake et al., 2006; Cuscó et al., 2008]、あるいは数十 – 100 kb 
レベルの解像度をもつオリゴヌクレオチドアレイ[Kuniba et al., in press] の検索によ
って共通した異常がみつからないことから、Kabuki 症候群の主たる原因は大規模な
ゲノム構造異常ではなさそうである。 
近年、RAS-mitogen-activated protein kinase (RAS-MAPK)シグナル伝達経路の遺伝子
の胚細胞（生殖細胞）系列（germline mutation）が多発奇形症候群の原因遺伝子であ
ることが次々と明らかにされた。すなわち、Noonan 症候群の原因遺伝子として報告
された PTPN11 [Tartaglia et al., 2001], KRAS [Schubbert et al., 2006], SOS1 [Roberts et al., 
2007; Tartaglia et al., 2007], RAF1 [Pandit et al., 2007; Razzaque et al., 2007]、また Costello 
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症候群の原因遺伝子として報告された HRAS [Aoki et al., 2005]、さらには 
Cardio-fadio-cutaneous (CFC) 症候群の原因遺伝子として報告された KRAS. BRAF 





る。この仮説を検証すべく、我々は Kabuki 症候群患者 30 人（男児 16 人、女児 14 人）
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4-2 対象と方法 
対象は第 2 章、第 3 章と同様にわが国のコンソーシアムにより集積された日本人 
Kabuki 症候群患者で、そのうち 30 人（女児 14 人、男児 16 人）とした。表 4-1 中の
16 遺伝子を候補遺伝子として直接シーケンスにより変異スクリーニングを行った。 
表 4-1.  
遺伝子略名 遺伝子座 RefSeq NM 番号 
PTPN11 12q24.13 NM_002834 
SOS1 2p22.1 NM_005633 
GRB2 17q25.1 NM_203506 
HRAS 11p15.5 NM_005343, NM_176795 (HRAS1 and H-RAS) 
KRAS 12p12.1 NM_033360, NM_004985 (KRAS isoform a and b) 
ERAS Xp11.23 NM_181532 
NRAS 1p13.2 NM_002524 
ARAF Xp11.23 NM_001654 
BRAF 7q34 NM_004333 
RAF1 (CRAF) 3p25 NM_002880 
MEK1 15q22.31 NM_002755 
MEK2 19p11.3 NM_030662 
RASA1 5q13.3 NM_002890, NM_022650 (RASA1 isoform 1 and 2) 
RASA2 3p23 NM_006506 
RASA3 13q34 NM_007368 
RASA4 7q22.1 NM_006989 
 
 直接シーケンスの方法は第 2 章で述べたとおりである。プライマー配列は記述スペ
ースの都合により割愛したが筆者により提供可能である。なお、増幅困難であったエ
クソンには以下の手順を要した。すなわち、MEK1 のエクソン１には Vogelstein buffer
といわれる特殊組成のバッファー（DMSO, MgCl2, NH4SO4, and β-mercaptoethanol を
含む）を使用し、BRAF のエクソン１にはこの Vogelstein buffer を用いた nested PCR が
必要であった。また RASA2 のエクソン１および MEK2 のエクソン１では高い GC 含
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4-3 結果 
Kabuki 症候群患者 30 人に対して 16 遺伝子の直接シーケンスを行った結果、29 箇
所の塩基置換を検出した（表 4-2）。コード領域の 9 箇所の塩基置換はアミノ酸置換を
伴うものであり、うち 7 箇所は NCBI の SNP データベース（dbSNP）に登録があるか
日本人コントロール 85-88 人中にもみられる多型であった。2 箇所についてはコント
ロールにもみられなかったが、それぞれの塩基置換は患者一人ずつにしかみられなか
った。コード領域の 18 の塩基置換は同義的置換でアミノ酸変化はなかった。 




塩基置換 アミノ酸置換 患者数 SNP 登録 
アリル
頻度 
非同義的 RASA1 c.73G>A Ala26Thr 1 NR 0 
  c.473C>G Ser158Cys 1 NR 0 
 RASA4 c.379T>C Trp127Arg 7 NR 0.8 
  c.381G>C Trp127Arg 9 NR 0.9 
  c.401G>A Arg134Gln 12 NR 0.806 
  c.674T>C Val225Ala 6 NR 0.051 
  c.1103T>C Leu368Pro 4 rs886343 － 
同義的 SOS1 c.195A>C Arg65Arg 1 NR 0.045 
  c.1230G>A Gln410Gln 1 NR 0 
 BRAF c.1689C>G Gly563Gly 1 NR 0 
 RASA4 c.330C>T Val110Val 22 NR 0.847 
  c.336C>T Pro112Pro 25 NR 0.847 
 KRAS c.519T>C Asp173Asp 10 rs1137282 － 
 HRAS c.81T>C His27His 9 rs2227994 － 
 BRAF c.1929A>G Gly643Gly 4 rs1042179 － 
 RAF1 c.1629A>G Thr543Thr 1 rs5746244 － 
 MEK2 c.453C>T Asp151Asp 5 rs17851657 － 
  c.660C>A Ile220Ile 20 rs11539507 － 
 RASA1 c.3067T>C Leu1023Leu 3 rs3747704 － 
 RASA2 c.2028T>C Asn672Asn 16 rs295322 － 
  c.2172G>A Leu720Leu 18 rs295323 － 
 RASA3 c.1326T>C Thr442Thr 12 rs2274717 － 
 RASA4 c.339T>C Asp113Asp 4 rs11547191 － 
  c.1512C>T Ala504Ala 3 rs739735 － 
    c.2253C>T Gly751Gly 7 rs3099742 － 
アリル頻度は 82-89 人の表現型正常の日本人コントロールより算出。NR (Not 
registered)は dbSNP に登録がない塩基置換であったことを示す。 
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4-4 考察 
今回我々が Kabuki 症候群の原因検索に使用したのは候補遺伝子アプローチであっ
た。第 2、第 3 章で述べたように、大規模なゲノム構造異常が主たる原因ではないと
考えられたからである。近年、RAS-MAPK パスウェイ遺伝子の胚細胞系列（生殖細
胞系列 germline）の変異により Noonan 症候群、Costello 症候群、CFC 症候群が引き
起こされることが明らかにされた [Tartaglia et al., 2001; Aoki et al., 2005; Schubbert et 




我々は Kabuki 症候群患者 2 人において RASA1 遺伝子のミスセンス変異を検出し
たが、RASA1 の変異は血管腫-動静脈奇形（capillary malformation - arteriovenous 
malformation, CM-AVM） の原因として知られており [Boon et al., 2005]、その多くは
中途終止コドンである。また、RASA1 遺伝子に対して定量 PCR でコピー数変化を調





であるが、Kabuki 症候群の中には特徴的な下口唇の陥凹（ lower lip pits）をもち 
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[Niikawa et al., 1988; Makita et al., 1999; Matsumoto and Niikawa, 2003]、この特徴は IRF6 
遺伝子のハプロ不全（haploinsufficiency）によって生じる Van der Woude 症候群 
[Kondo et al., 2002] にかなり特異的なものである。IRF-6 の機能はなお明らかではな
いが、IRF-6 は SMIR ドメイン（Smad-interferon regulatory factor-binding domain）をも
ち、これは transforming growth factor β receptors (TGFBRs)によってセリン／スレオ
ニンリン酸化で活性化される転写因子複合体の構成要素として働く Smadと相互作用
するものである [Shi and Massague, 2003; Qing et al., 2004]。こうしたことから、IRF6 
は Kabuki 症候群の候補遺伝子としてとりあげられたこともあった [Armstrong et al., 
2005]。そこで Bottani らは transforming growth factor β receptors (TGFBR) 1 と 
TGFBR2 を候補遺伝子とし、それら遺伝子の変異スクリーニングとコピー数解析を
14 人の Kabuki 症候群患者において行ったが、彼らはそれら遺伝子には異常は検出さ
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うに、ヒトの形態形成の機構が分子レベルで明らかになったとき、先天奇形症候群が




- 52 - 
第５章 まとめ 
 
 本稿においては、第 1 章で先天奇形症候群の概念とその遺伝学的背景について簡
単に述べた。第 2 章から第 4 章においては Kabuki 症候群を対象として、その原因遺
伝子の検索の 3 つのアプローチから行った。すなわち １）転座切断点、２）微細欠
失、３）候補遺伝子 の 3 つのアプローチである。Kabuki 症候群の原因を同定する
までには至らなかったが、9q21 の遺伝子座が粘膜下口蓋裂と関係している可能性は
指摘できた。 
 第 2章から第 3章にかけて微細欠失が奇形症候群と関連していることを根拠に研
究を進めた。近年ではオリゴヌクレオチドアレイの出現により、健常者でも多数の微
細ゲノム構造変化すなわちコピー数の多様性（copy number variation, CNV）・コピー
数多型（copy number polymorphism, CNP）があることが知られるようになった。今回
第 3章で用いた GeneChip 250K array は 25万のSNPプローブを搭載していたが、2008
年現在で既に 100 万個以上のプローブを搭載するオリゴヌクレオチドアレイ
（Affymetrix 社 の SNP6.0、Illumina 社の 1M など）が標準化されており、今後急速に
CNV の知見が増大するであろう。CNV は従来の多型関連解析の中心であった一塩基
多型 single nucleotide polymorphism （SNPs）より幅広く表現型に影響する可能性があ













うとした出版物に「Inborn errors of development ─ the molecular basis of clinical 
disorders of morphogenesis」（Epstein ら編著, 2004）があるが、これなどは急速に発展
した分子発生遺伝学に基づいて奇形症候群を再構成した、一つの里程標となるべき意
欲的な成書と言えそうである。 
以上述べたように、第 2、3、4 章で示した 3 つのアプローチからは Kabuki 症候群

















































だその程度が人によって違うだけ」なのかもしれない [ルロワ, 2006]。 











                                                   
13 従来の日本語の「遺伝」には親から子へという時間的な縦軸の Heredity の意味合いが強い傾向にあった。
このため「遺伝学」という呼び方から受ける印象には多因子・多様性という空間的な横軸の Variation の意味が
薄れてしまった。本来の Genetics が 「Heredity と Variation、および同系の現象の研究のための分野である」 
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